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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Magister inzynier rolnictwa, specjalnos¢- ochrona roslin, Wydziat Rolniczy, Akademia
Rolnicza im. K.A. Timiriaziewa w Moskwie (obecnie Rosyjski Panstwowy Uniwersytet
Rolniczy-MSHA im. K.A. Timiriaziewa), czerwiec 1992 rok, promotor dr Yuriy
Mikhaylovich Stroykov (Katedra Fitopatologii, Wydzial Rolniczy).

Doktor nauk rolniczych w zakresie ogrodnictwa, Wydziat Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu (od 2013 roku Wydziat Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu), Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego (SGGW) w Warszawie, lipiec
2000 rok.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wystepowanie w Polsce septoriozy paskowanej lisci

pszenicy powodowanej przez Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter”.

Promotor: prof. dr hab. Czestaw Zamorski, Katedra Fitopatologii (od 2013 roku

Samodzielny Zaktad Fitopatologii), SGGW w Warszawie.

. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych

2000 —do chwili obecnej: adiunkt w Samodzielnym Zaktadzie Fitopatologii, Wydziat
Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu, SGGW w Warszawie.
1997-2000: stacjonarne studia doktoranckie, Katedra Fitopatologii, Wydzial
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, SGGW w Warszawie.

1993-1997: pracownik techniczny, stanowisko- samodzielny rolnik, Katedra
Fitopatologii, Wydziat Ogrodnictwa (obecnie Wydziat Ogrodnictwa, Biotechnologii
i Architektury Krajobrazu), SGGW w Warszawie.

. Wskazanie osiagniecia*wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) tytul osiagni¢cia naukowego

Mirzwa-Mroz E. 2013. Identyfikacja i biologia sprawcow brudnej plamistosci jabtek.
Wies Jutra, Warszawa, 137 ss.- dzieto opublikowane w catosci.
Recenzenci:

Prof. dr hab. Marek Grabowski
Prof. dr hab. Zbigniew Weber

b) oméwienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Brudna plamisto$¢ jablek jest chorobg wystepujaca powszechnie w wielu rejonach

uprawy jabtoni na $wiecie w strefie klimatu umiarkowanego z wilgotnym sezonem
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wegetacyjnym. Jest ona notowana przede wszystkim na terenie Ameryki Potnocnej: Kanada
(Meresz i in. 1988), USA (Johnson i in. 1996, Williamson i in. 2004, Abad i in. 2005, Batzer
i in. 2005, Diaz Arias i in. 2010), Ameryki Poludniowej: Brazylia (Spolti i in. 2011), Azji:
Chiny (Yang i in. 2010), Turcja (Gleason i in. 2011) oraz Europy: Anglia (Salmon 1910, Hall
i in. 1997), Niemcy (Noga i in. 2000, Feldmann i in. 2003), Holandia (Trapman 2006),
Stowenia (Frank i in. 2010), Serbia i Czarnogoéra (Ivanovi¢ i in. 2010), Norwegia (Gleason
i in. 2011) i Polska (Grabowski 2004, 2007, Wrona i Grabowski 2004a).

Zakres gospodarzy grzybow powodujacych brudng plamistos¢ jablek jest dos¢ szeroki.
Choroba obserwowana jest przede wszystkim na owocach jabtoni (Baines i Gardner 1932,
Feldman i in. 2003, Batzer i in. 2005, Grabowski 2004, 2007, Ivanovi¢ i in. 2010, Johnson
i in. 1996, Wrona i Grabowski 2004a), grusz (Palmiter 1948) i rzadziej $liw (Latinovi¢ i in.
2007). W Stanach Zjednoczonych objawy choroby odnotowywano takze na brzoskwiniach,
persymonie, bananach, pomaranczach, papai, asyminie trojklapowej, pigwie, malinach
jezynach, winorosli oraz na mtodych pedach réznych gatunkéw dzikich drzew i1 krzewdw
(migdzy innymi glogow, klonéw, debow, wierzb i wigzow) (Baines i Gardner 1932, Wilcox
1994, Johnson i in. 1996, Babadoost 2005, Gleason i in. 2011).

Objawy brudnej plamistosci jabtek widoczne sg na powierzchni kutykuli owocow. Sg to
ciemne, oliwkowo-zielone, szarawe lub brgzowawo-czarne naloty, wygladem przypominajace
plamy (termin ten bedzie uzywany w dalszej czgsci autoreferatu) utworzone ze strzepek
grzybni. Plamy moga by¢ pojedyncze, rozproszone lub laczy¢ si¢ ze soba tworzac rozlegle
smugi pokrywajace znaczng czes¢ jabtek (Colby 1920, Baines i Gardner 1932, Turechek
i Rosenberger 2001, Babadoost 2005).

W obrebie zmian chorobowych obserwuje si¢ rozne typy plech: galezisty, punktowy,
okopcony, plastra miodu, gesto cetkowany i rzadko c¢tkowany. R6znig si¢ one miedzy soba
gestoscig utozenia strzgpek grzybni na powierzchni skorki jabtek oraz obecnoscia lub brakiem
struktur podobnych do sklerocjow zbudowanych ze zbitych strzepek grzybni lub piknotyriow
(Batzer i in. 2005). Wyniki prac prowadzonych przez Gleason i wspotpracownikow (2011)
wskazuja na obecno$¢ kolejnego typu o nazwie ,,fleck”.

Grzyby nalezace do kompleksu sprawcéw brudnej plamistosci jabtek rozwijaja sie
epifitycznie na powierzchni kutykuli. Najwazniejszym dla nich zrodtem wegla sa cukry,
gléwnie glukoza 1 fruktoza, wydostajace si¢ z wnetrza jablek prawdopodobnie na drodze
dyfuzji. Gromadzg si¢ one w warstwie wody, ktora przylega do powierzchni owocow, ale

mechanizm ich przenikania nie jest dostatecznie poznany (Belding 1996, Wrona i Grabowski
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2004b). Zrodtem azotu dla tych grzybow sa wolne aminokwasy znajdujace sie na powierzchni
skorki jabtek (Wrona i Gleason 2005).

Poczatkowo wyniki prac prowadzonych przez Colby (1920) i Groves (1933) na terenie
USA oraz Siemaszki (1937) w Polsce wykazaty, ze sprawcg brudnej plamisto$ci jabtek jest
grzyb Gloeodes pomigena (Schwein) Colby. Dopiero w latach dziewig¢dziesigtych XX wieku
Johnson i wspotpracownicy (1996, 1997) wykazali, ze choroba moze by¢ powodowana przez
co najmniej trzy rézne gatunki: Peltaster fructicola Eric M. Johnson, T.B. Sutton et Hodges,
Leptodontium elatius (F. Mangenot) de Hoog i Geastrumia polystigmatis Batista et M.L. Farr.
Kilka gatunkow grzybow zidentyfikowano rowniez w Niemczech: P. fructicola, Phialophora
sessilis de Hoog (obecnie Cyphellophora sessilis (de Hoog) Réblova et Unter.),
Tripospermum myrti (Lind) S.Hughes i Tripospermum camelopardus Ingold, Dann et P. J.
McDougall (Noga i in. 2000). W 2005 roku Batzer i wspotpracownicy na podstawie badan
molekularnych stwierdzili, ze w USA moze by¢ jeszcze ponad trzydziestu sprawcow brudnej
plamistosci jabtek.
W Polsce, pierwsze doniesienie 0 wystepowaniu choroby w potudniowych rejonach kraju
opublikowat Grabowski (1999). Wyniki prac prowadzonych w dalszych latach, na tym
samym obszarze potwierdzity, ze etiologia choroby, podobnie jak w USA, jest ztozona. Za jej
sprawcOw uznano osiem gatunkOw grzybow oraz nieoznaczone trzy gatunki grzybow
zaklasyfikowane do roznych rodzajow (Grabowski 2004, 2007, Wrona 2003, Wrona
i Grabowski 2004a).

Brudna plamisto$¢ jabtek stanowi powazny problem ekonomiczny w USA nawet
w sadach, w ktorych prowadzona jest wlasciwa ochrona chemiczna. Pomimo, ze choroba nie
wplywa bezposrednio na zmniejszenie plonu owocoéw to znacznie pogarsza ich jakosé, co
skutkuje stratami ekonomicznymi od 5 do 10% (Belding i in. 2000). W zwigzku z tym
w niektorych stanach USA uprawa jabloni bez zabiegoéw chemicznych, przeprowadzanych
w okresie letnim przeciwko brudnej plamistosci jabtek jest juz niemozliwa. W Polsce takze
wzrasta znaczenie tej choroby. W naszym kraju objawy brudnej plamistosci jabtek byty
dotychczas obserwowane tylko w amatorskich uprawach przydomowych i w ogrédkach
dziatkowych. Mozna si¢ rowniez spodziewal wystgpowania tej choroby w sadach
towarowych, w ktorych stosuje si¢ zredukowane programy ochrony roslin. Wyniki badan
uzyskane przez Grabowskiego (1999) oraz Bryk 1 Kruczynska (2005) dowiodly, ze grzyby
nalezace do kompleksu sprawcow brudnej plamistosci mogg stanowi¢ zagrozenie réwniez dla
niektorych odmian parchoodpornych. Oprocz tego stwierdzono negatywny wptyw choroby na

przechowywanie owocow (Mirzwa-Mroz i in. 2012).
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Badania przedstawione w niniejszym opracowaniu byly z jednej strony kontynuacja
prac zapoczatkowanych przez Wrong (2003), Grabowskiego (2004) oraz Wrong
I Grabowskiego (2004a), z drugiej za$ strony mialy za zadanie ustalenie obecnosci brudnej
plamistosci jabtek w innych regionach Polski, poznanie etiologii choroby i przeprowadzenie
whnikliwej charakterystyki jej sprawcow. Nieco inne warunki pogodowe w centralnej
I wschodniej Polsce, przede wszystkim mniejsza ilo$¢ opaddéw i nizsze temperatury moga
mie¢ wplyw na sklad gatunkowy sprawcow tej choroby. Nie wiadomo tez, na ile wyniki
badan przeprowadzonych w innych krajach mozna odnies¢ do uzyskanych w warunkach
Polski. Ocena zagrozenia ze strony tej choroby dla réznych gatunkéw roslin sadowniczych
w Polsce bedzie mozliwa tylko wtedy, kiedy doktadnie zostanie poznana biologia
powodujacych ja grzybow.

Celem pracy byto zidentyfikowanie i poznanie biologii gatunkéw grzybow
powodujacych brudng plamisto$¢ jabtek w wybranych regionach Polski. Badania objely
nastgpujace zagadnienia:

1. ldentyfikacje gatunkow grzybéw powodujacych brudng plamistosé  jabtek

z wykorzystaniem tradycyjnych metod i technik molekularnych.

2. Charakterystyke dynamiki wzrostu kolonii wybranych izolatow sprawcoéw choroby na
réznych pozywkach oraz ich lintowego wzrostu 1 morfologii.

3. Badanie rozwoju wybranych gatunkéw grzybow powodujacych brudng plamisto$é
jabtek na pedach i owocach jabtoni.

4. Analizg zwigzku pomiedzy grzybami powodujagcymi brudng plamisto$¢ jablek,

a komorkami skorki owocow z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego 1 mikroskopow

elektronowych.

5. Obserwacje nad zakresem zywicieli sprawcow brudnej plamistosci jabtek.

Material do badan stanowily owoce odmian jabtoni, grusz 1 §liw z widocznymi
objawami choroby. Byly one zbierane w latach 2006-2009 =z drzew rosngcych
w niechronionych chemicznie sadach i ogrodkach dziatkowych zlokalizowanych w réznych
rejonach Polski (woj. lubelskie, todzkie, mazowieckie, podkarpackie, podlaskie, pomorskie
I Swigtokrzyskie). W doswiadczeniach wykorzystano takze owoce odmian jabtoni i linii
hodowlanych Vf — odpornych na parcha jabtoni, szczepionych na podktadkach M9 oraz
odmian grusz. Drzewa te rosty w Sadzie Do$wiadczalnym Warszawa-Wilanow, nalezagcym do
Katedry Sadownictwa SGGW w Warszawie. Do doswiadczen wlaczono takze cztery izolaty

grzybdw otrzymane z USA.
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W badaniach wilasnych, grzyby powodujgce brudng plamisto$¢ jabtek na powierzchni
skorki owocow wytwarzaty szes¢ roznych typow plech: galezisty, punktowy, plastra miodu,
okopcony, gesto cetkowany 1 przypominajacy ,rzadko cetkowany”. Nie odnotowano
natomiast typowych plam rzadko cetkowanych opisanych przez Batzer i wspotpracownikow
w 2005 roku, poniewaz te obserwowane w niniejszej pracy byly raczej ptaskie i nie miaty
widocznych pod powigkszeniem szczecinek. Najczgsciej obserwowano plamy typu
galezistego (87% wszystkich typow plech, z ktérych uzyskiwano izolaty), rzadziej
okopconego (okoto 6%) i plastra miodu (okoto 5%). Pozostale typy plam wystepowaly
sporadycznie. Podobne wyniki otrzymali Wrona (2003) i Grabowski (2005) w potudniowej
Polsce, ktorzy obserwowali rowniez najwiekszy udziat plechy gatezistej w obrgbie zmian

chorobowych.

Identyfikacja grzybow powodujacych brudna plamisto$¢ jablek z wykorzystaniem

tradycyjnych metod i technik molekularnych

W trakcie przeprowadzonych badan w latach 2006-2010 z plam znajdujacych si¢ na
powierzchni skorki owocoéw otrzymano ponad 1500 izolatdow grzybow nalezacych do réznych
jednostek taksonomicznych. Sposrod nich 228 (189 izolatéw z jabtek, 29 z gruszek i 10 ze
sliwek) okazato si¢ sprawcami brudnej plamistosci jabtek.

Uzyskane jednozarodnikowe kultury grzyboéw, rosnace na skosach PDA w probowkach,
wstepnie podzielono na 5 grup:
grupa I- zaklasyfikowano jeden izolat z jablka, ktory tworzyl poczatkowo
drozdzopodobng, jasnozotta do jasnooliwkowej koloni¢. Z czasem pojawily si¢
bardzo stabo rozwinigte strzepki grzybni koloru od bezowego do bragzowego,
grupa Il- jeden izolat z jabtka. Grzyb ten wytwarzal czarng, pomarszczona, lekko
wzniesiong ponad powierzchni¢ pozywki koloni¢, na ktorej widoczne byty
bezowo-zottawe, Sluzowate krople zawierajace zarodniki grzyba,
grupa I11- 10 izolatow (8 z jabtek 1 2 z plam rozwijajacych si¢ na gruszkach). Wytwarzaty
one silnie pomarszczong czarng kolonie, lekko wzniesiong ponad powierzchnig
pozywki, ktéra szybko pokrywala sie szarg z fioletowym odcieniem grzybnia
powietrzng. Z czasem w obrgbie kolonii tworzyty si¢ §luzowate krople
zawierajgce zarodniki grzyba,
grupa IV- 10 izolatéw (8 z jablek i 2 z gruszek) oraz 2 izolaty z jablek otrzymane z USA.
Kultury tych izolatow grzybow byty czarno-oliwkowe, skorzaste, pomarszczone,

aksamitne, wzniesione ponad powierzchni¢ pozywki,
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grupa V- 206 izolatow (171 z jablek, 25 z gruszek 1 10 ze sliwek) oraz 2 izolaty z jabtek
otrzymane z USA. Kultury tych izolatow grzybow tworzyly czarne, bardzo
silnie pomarszczone kolonie wzniesione ponad powierzchni¢ pozywki. Do$¢
szybko na calej ich powierzchni pojawialy si¢ bezowe lub prawie czarne,
Sluzowate krople zawierajgce zarodniki konidialne. Z czasem na powierzchni

kolonii pojawiata si¢ szaro-oliwkowa grzybnia powietrzna.

W celu zaklasyfikowania otrzymanych izolatéw do gatunku wigkszo$¢ z nich
przebadano z wykorzystaniem technik biologii molekularnej, a nastepnie opisano ich
morfologi¢ i konidiogeneze. W ten sposob zidentyfikowane izolaty byly wzorcem przy
oznaczaniu pozostalych sprawcoéw choroby. Amplifikacje wybranych fragmentow rDNA
grzybow (ITS1, 5.8S, ITS2) przeprowadzono przy uzyciu starterow ITSIF i ITS4 lub ITS1F
i ITS4A. Powielane fragmenty rDNA sag specyficzne dla poszczegdlnych patogenow,
poniewaz odznaczajg si¢ duzg zmienno$cig migdzy poszczegolnymi gatunkami (White i in.
1990, Boysen i in. 1996, Larena i in. 1999, Goodwin i Zismann 2001, Manter i Vivanco
2007).

W badaniach wtasnych zidentyfikowano nastgpujacych sprawcow brudnej plamistosci jabtek:
- Peltaster fructicola Eric M. Johnson, T.B. Sutton et Hodges,
- nieoznaczony gatunek z rodzaju Peltaster,
- Phialophora sessilis de Hoog,
- Microcyclospora malicola Jana Frank, Schroers et Crous,
- Microcyclospora pomicola Jana Frank, B. Oertel, Schroers et Crous,
- Microcyclosporella mali Jana Frank, Schroers et Crous.
Trzy ostatnie wyzej wymienione gatunki grzybow zostaty zidentyfikowane po raz pierwszy

w Polsce. Dwa izolaty otrzymane z USA oznaczono jako Pseudocercospora sp.

Charakterystyka badanych gatunkéw:
o Peltaster fructicola, Peltaster sp.
Izolaty tych grzybow zostaty wyizolowane z plech typu punktowego.

Do gatunku P. fructicola oznaczono izolat z Il grupy. Sekwencja nukleotydowa tego
grzyba miata 547 par zasad (pz). Jej podobienstwo w stosunku do sekwencji nukleotydowych
P. fructicola zdeponowanych w Banku Genow (FJ438382.1, FJ808757, AY598886,
AY598887, FJ808756) (Diaz Arias i in. 2010, Ivanovi¢ i in. 2010) wynosito od 89 do 90%.
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Do nieoznaczonego gatunku z rodzaju Peltaster zaklasyfikowano izolat z | grupy.
Sekwencja nukleotydowa Peltaster sp. o dtugosci 589 pz wykazywata podobienstwo od 86 do
88% w stosunku do sekwencji nukleotydowych grzybow Peltaster spp. zamieszczonych
w Banku Genow (FJ438384.1, AY598888, FJ438383, AY598890, AY598889). Podobienstwo
tej sekwencji do sekwencji nukleotydowej izolatu P. fructicola z II grupy wynosito 86%.
Dodatkowo sekwencje te roznily si¢ migedzy sobg 148 pz. Wystepujace roznice
w sekwencjach nukleotydowych tych dwoch grzybow przetozylty si¢ takze na ich
zroznicowanie morfologiczne.

In vitro na pozywce PCA i SNA grzyb P. fructicola poczatkowo wytwarzat hyalinowe

strzgpki grzybni z wyraznie widocznymi przegrodami poprzecznymi. Po kilku dniach
wigkszo$¢ z tych strzepek ulegata melanizcji, a nastgpnie deformacji. Zarodniki konidialne
(konidia) tworzyly sie bazypetalnie na komoérkach konidiotworczych w $rodkowej czesci
komorek strzgpek grzybni. Wiekszos¢ z tych zarodnikdw poprzez paczkowanie wytwarzata
kolejne konidia. Zarodniki konidialne byty jednokomoérkowe, hyalinowe i elipsoidalne.
Na tych samych pozywkach strzgpki grzyba Peltaster sp. rozwijaly si¢ podobnie jak
P. fructicola, ale poczatkowo widoczna byla gtownie drozdzopodobna forma tego grzyba.
Morfologia i sposob tworzenia sie konidiéw u obu grzybow byty takie same. Srednia dtugosé
konidiow Peltaster sp. i P. fructicola byta podobna, ale zarodniki Peltaster sp. byly nieco
szersze niz grzyba P. fructicola. Wymiary, morfologia i sposéb powstawania zarodnikéw
konidialnych P. fructicola i Peltaster sp. obserwowanych w niniejszej pracy byty
porownywalne do wynikow przedstawianych w literaturze (Johnson i in. 1996, 1997,
Grabowski 2004, Williamson i in. 2004, Wrona i Grabowski 2004a, Batzer i in. 2005,
Ivanovi¢ i in. 2010).

Na skorce jabtek zarowno P. fructicola jak i Peltaster sp. wytwarzaty ciemnobrunatne,
okragle piknotyria, wewnatrz ktoérych powstawaty podobne do opisanych wyzej zarodniki
konidialne. Konidia P. fructicola wytwarzane w kulturach byly krotsze i szersze niz
wytwarzane w piknotyriach co zaobserwowali réwniez, w swoich badaniach Johnson
I wspotpracownicy (1996). Podobne zjawisko odnotowano w badaniach wiasnych u Peltaster
sp. Grzyb Peltaster sp. w porownaniu z P. fructicola wytwarzat znacznie wigksze piknotyria.
Wicksze byty takze tworzace si¢ w tych konidiomach zarodniki konidialne. U obu grzybow
dojrzate konidia uwalniane byly z piknotyriow przez szpary, ktore powstawaly po peknieciu
tarczy (wieczka) piknotyrium.

Roéznice w wymiarach piknotyriow oraz zarodnikow konidialnych zar6wno wytworzonych na

pozywece, jak 1 w piknotyriach tych dwdch grzybow byly istotne statystycznie.
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W latach 2000-2002 P. fructicola wystepowat dos$¢ czesto w potudniowej Polsce. Jego
izolaty stanowily od 18 do 32% wszystkich izolatow sprawcoéw choroby (Wrona 2003,
Grabowski 2004, Wrona i Grabowski 2004a). W nastepnych latach P. fructicola notowany
byl juz tylko sporadycznie (Grabowski 2007), co moze tlumaczy¢ fakt uzyskania w tym
czasie w badaniach wlasnych pojedynczych izolatow grzyboéw z rodzaju Peltaster.

e Phialophora sessilis

Izolaty grzybow z Il grupy otrzymane zaréwno z jabtek (8) jak i z gruszki (2) zostaty
oznaczone jako P. sessilis. Byly one uzyskiwane z dwoch typow plechy: okopconego
I galezistego. Ze wzgledu na to, ze w badaniach wlasnych wszystkie izolaty zaliczone do 11
grupy miaty takie same sekwencje nukleotydowe, do dalszych analiz wytypowano jedna
z nich. Wykazywata ona bardzo duze podobienstwo (98-100%) do zamieszczonych w Banku
Genoéw sekwencji nukleotydowych gatunku grzyba P. sessilis (DQ363414, FJ438386).
Badania cech morfologicznych tych grzyboéw takze potwierdzity ich przynalezno$¢ do
gatunku P. sessilis. Nie zaobserwowano rowniez réznicy w sekwencji i morfologii pomigdzy
izolatem otrzymanym z gruszki a izolatami z jablek.

Izolaty grzyba P. sessilis in vitro (pozywki PCA, SNA) wytwarzaty poczatkowo dosc¢
skape, hyalinowe strzepki grzybni. Po Kkilku dobach bylo juz ich duzo wigcej, a niektore
zZ nich byly w ré6znym stopniu zmelanizowane. Niektore strzepki miaty powigkszone (rozdgte)
komorki. Konidia byly jednokomorkowe, potprzezroczyste, owalne do elipsoidalnych.
Tworzyly si¢ na komorkach konidiotworczych zwanych fialidami, ktore formowaly sig
glownie w roéznych miejscach wegetatywnej strzepki grzybni niezaleznie od przegrod.
Tworzace si¢ na fialidach konidia byly zebrane w $luzowate glowki. W starszych kulturach,
fialidy mozna bylo zaobserwowac réwniez na zarodnikach konidialych. Konidia powstawaty
enteroblastycznie, a na fialidach byty wyraznie widoczne kotierzyki. Grzyb wytwarzat dwa
typy konidiéw. Wymiary konidiow I typu (mniejszych, bez widocznych kolnierzykow) byty
najbardziej zblizone do wymiaréw uzyskanych w badaniach prowadzonych we Wloszech
(Caretta i in. 2006), natomiast konidiow II typu (z kohlierzykami) — do wymiarow
otrzymanych w badaniach w Holandii (de Hoog i in. 1999), Wtoszech (Caretta i in. 2006)
i Chinach (Zhuang i in. 2010). Grzyb wytwarzal najczesciej krotkie fialidy, co stanowi
potwierdzenie wynikow innych autoréw (de Hoog i in. 1999, Grabowski 2004, Wrona
i Grabowski 2004a, Caretta i in. 2006, Zhuang i in. 2010). W badanych kulturach grzybow nie
odnotowano wystepowania chlamydospor.

Izolaty grzyba P. sessilis stanowity 4,4% wszystkich izolatow sprawcow brudnej

plamistosci jabtek. Wyniki te byly zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi przez
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Grabowskiego (2007) w potudniowej Polsce. Badacz ten w ostatnich latach odnotowywat
sporadyczne wystepowanie grzyba P. sessilis (2,45% wszystkich izolatow), pomimo ze
wczesniej otrzymywano do$¢ duzo izolatow tego grzyba (od 33,2 do 48,8%). P. sessilis
w potudniowej Polsce, podobnie jak w niniejszej pracy, odnotowywany byl czesciej niz
P. fructicola (Wrona 2003, Grabowski 2004, Wrona i Grabowski 2004a).

e Microcyclospora pomicola,, Microcyclospora malicola, Pseudocercospora sp.

Na podstawie uzyskanych sekwencji nukleotydowych, cech morfologicznych tych
grzybow, oraz informacji podawanych przez Frank i wspotpracownikow (2010) izolaty z IV
grupy zaklasyfikowano do dwoch gatunkow: M. pomicola i M. malicola oraz jednego
nieoznaczonego gatunku z rodzaju Pseudocercospora.

Gatunki M. pomicola i M. malicola byly w wigkszosci izolowane z plam typu
okopconego. Wyjatek stanowity dwa izolaty M. malicola, ktore na powierzchni owocow
tworzyty typ plechy podobny do rzadko cetkowanego.

Izolaty grzybow z IV grupy (8 z jabtek, 2 z gruszek oraz 2 z jablek z USA)
charakteryzowaly si¢ czterema réoznymi sekwencjami DNA. Jedng z nich miaty dwa izolaty
(1z jabtka i 1 z gruszki) zidentyfiowane jako M. pomicola. Podobienstwo sekwencji
nukleotydowych M. pomicola z jabtka i z gruszki wynosito 100%. Wykazywaty one rowniez
100% podobienstwo do trzech sekwencji nukleotydowych zamieszczonych w Banku Genoéw
(GU570540, GU570539 i DQ363419). Sekwencje M. pomicola roznity si¢ 17 nukleotydami
od sekwencji M. malicola oraz byty od nich krotsze o 1 nukleotyd.

Do gatunku M. malicola zaklasyfikowano osiem izolatow. Miaty one dwie rézne
sekwencje nukleotydowe. Pierwsza z nich mialo pie¢ izolatbw z jablek i jeden izolat
z gruszki. Podobnie jak u wyzej wspomnianego gatunku nie odnotowano zaleznoS$ci
pomiedzy sekwencja izolatow, a gospodarzem, z ktdrego zostaty uzyskane. Drugg sekwencje
miaty dwa izolaty z jabtek (U 7931 pli U 7962 pl). Pomimo, Ze roznita si¢ ona od pierwszej
sekwencji jednym nukleotydem nie odnotowano réznic w morfologii izolatow tych grzybow.
Roéznica ta wynikata najprawdopodobniej z powszechnie wystepujacego zjawiska zmiennos$ci
wsrod grzybow. Reprezentatywne sekwencje nukleotydowe izolatow grzyba M. malicola
wykazywaty od 99 do 100% podobienstwo w stosunku do sekwencji nukleotydowych innych
izolatow tego gatunku znajdujacych si¢ w Banku Genow.

Czwartg sekwencje nukleotydowa posiadaty tylko dwa izolaty otrzymane z USA (MA2
44F1b i MA2 4.4Flc). Zostaly one oznaczone jako Pseudocercospora sp. jedynie ze

wzgledu na 100% podobienstwo na catej ich dlugosci w stosunku do sekwencji
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nukleotydowej tego grzyba (FJ438380) uzyskanej w Stanach Zjednoczonych przez Diaz Arias
I wspotpracownikow (2010).

In vitro na pozywkach SNA i PCA morfologia poszczegoélnych struktur izolatow grzyba
M. pomicola byta zgodna z opisem przedstawionym przez Frank i wspotpracownikow (2010).
Zarodniki konidialne tego grzyba obserwowane po 7 dniach mialy do 8 przegrdd, a srednie
wymiary zarodnikow konidialnych byly zblizone do przedstawionych przez ww. autoréw. Po
miesigcu zwigkszyta si¢ dlugos¢ konidiow oraz do 13 wzrosta liczba wystepujacych w nich
przegrod poprzecznych. W odréznieniu od wynikow prezentowanych przez Frank
I wspotpracownikow (2010) zauwazono w starszych kulturach tworzenie si¢ niewielkiej
liczby chlamydospor. Autorzy badane kolonie grzybow inkubowali w ciemno$ci co mogto
by¢ przyczyng braku tworzenia si¢ tych struktur, podczas gdy wilasne obserwacje wykonano
na do$wietlanych koloniach.

Cechy morfologiczne poszczegélnych struktur izolatow grzybow M. malicola byty
praktycznie takie same jak u M. pomicola. Konidia grzyba M. malicola miaty podobna liczbg
przegrod jak M. pomicola zarowno po 7 jak i po 30 dniach oraz réznity si¢ nieznacznie
wielkos$cig. Roznice te byly jednak na tyle niewielkie, Zze bez przeprowadzenia badan
molekularnych niemozliwa byta identyfikacja tych gatunkéw. Dane te nieco roznig si¢ od
opisow sporzadzonych przez Frank i1 wspotpracownikéw (2010), ktorzy mogli odroznié te
dwa gatunki po 7 dniach, poniewaz konidia M. pomicola byly w tym czasie mniejsze od
konidiéw M. malicola. Réznice w wymiarach konidiow w pracy wilasnej i danych z literatury
wynikaja najprawdopodobniej z matej liczby zebranych izolatow nalezacych do tych
gatunkow.

In vitro morfologia izolatoéw grzybow otrzymanych z USA bardziej odpowiadata
cechom gatunkoéw z rodzaju Microcyclospora niz Pseudocercospora (Braun 1995, 1998,
Crous 2009). Izolaty tych grzybow podobnie jak grzybow z rodzaju Microcyclospora, miaty
zabarwione konidia, trzonki konidialne oraz zarodniki konidialne z poprzecznymi
przegrodami i niewyraznymi bliznami. Trzonki konidialne, tworzyly si¢ pojedynczo na
strzepce 1 byly zredukowane do komorek konidiotworczych (role trzonkow petnity komorki
strzepek grzybni), a konidia miaty zdolno$¢ do tworzenia si¢ w procesie mikrocyklicznym,
czyli powstawania wtornych zarodnikow konidialnych poprzez kietkowanie istniejacych juz
konidiow (Frank i in. 2010). Izolaty grzyboéw otrzymane z USA nie mialy cech
charakterystycznych dla grzybow z rodzaju Pseudocercospora, takich jak wystepowanie
trzonkow konidialnych w peczkach i brak procesu mikrocyklicznego (Braun 1995, 1998,
Crous 2009). W badaniach wtasnych konidia izolatow grzyba Pseudocercospora sp. rosnace
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na pozywce SNA podobnie jak M. malicola po 7 i 30 dniach posiadaly takg samg liczbe
przegrod oraz mialy zblizong wielko$¢. Wymiary ich w poréwnaniu z wymiarami konidiow
wspomnianych wyzej M. malicola i M. pomicola byty nieznacznie mniejsze.

W badaniach wilasnych uzyskano identyczng liczbg izolatow grzybow z rodzaju
Microcyclospora co P. sessilis (4,4%). Do rodzaju tego zaliczono dwa rézne gatunki grzybow
(M. malicola i M. pomicola). Liczba uzyskiwanych izolatow poszczegolnych gatunkow byta
niewielka.

e Microcyclosporella mali

Izolaty grzybow zaklasyfikowane do V grupy (171 z jabtek, 25 z gruszek, 10 ze sliwek
oraz 2 z jablek z USA) zostaly oznaczone jako M. mali. Wigkszos¢ izolatow tego grzyba
(ponad 190) otrzymano z galezistego typu plam, ale obserwowano takze inne typy plech
wytwarzane przez ten gatunek (okopcony, plastra miodu i ggsto cetkowany). Wyniki te
znalazly potwierdzenie w obserwacjach przeprowadzonych przez Wrone (2003)
w potudniowej Polsce, gdzie stwierdzono, ze brak jest Scistego zwigzku pomiedzy typami
plech, a poszczegdlnymi sprawcami choroby.

Izolaty zaklasyfikowane do V grupy charakteryzowaly si¢ pigcioma rdéznymi
sekwencjami nukleotydowymi. R6znice pomig¢dzy trzema sekwencjami byty niewielkie (1 lub
2 nukleotydy). Wyjatek stanowity dwie sekwencje nukleotydowe izolatow z gruszek (gNM2
pS, glus p2), u ktérych te roznice byty wieksze. Roznity si¢ one od tych sekwencji czterema
lub szescioma nukleotydami. Znajdowaty si¢ one jednak w jednej podgrupie z sekwencjami
nukleotydowymi gatunku M. mali zamieszczonymi w Banku Genow (Mirzwa-Mré6z 2013,
rys. 8 str. 54). Reprezentatywne sekwencje nukleotydowe wykazywaty podobienstwo 99-
100% w stosunku do zamieszczonych w Banku Genow sekwencji grzybow tego gatunku
z Niemiec (GU570528), Stowenii (GU570529-GU570536) oraz USA (FJ808754, DQ363411,
FJ425196, FJ425197, FJ425201, FJ425202). Otrzymane w niniejszej pracy izolaty grzyba
M. mali charakteryzowaly si¢ podobnymi sekwencjami, niezaleznie od regionu, z ktorego
pochodzity. Nie bylo tez wigkszych réznic pomigdzy sekwencjami nukleotydowymi izolatow
uzyskanych z réznych gospodarzy (jabtek, gruszek i §liwek). Dwie sekwencje DNA izolatow
grzybow pochodzacych z jabtek ze Stanow Zjednoczonych (MW D4a i MW D4b)
zaklasyfikowanych do gatunku M. mali, byty identyczne. Odpowiadaty one takze w 100%
sze$ciu sekwencjom nukleotydowym z gruszek, pigciu ze sliwek i 45 z jabtek otrzymanych
w badaniach wtasnych. Ich sekwencja reprezentatywna byta rowniez bardzo podobna do

sekwencji izolatow ze Stowenii i Niemiec.
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Cechy morfologiczne poszczegdlnych struktur (strzepek grzybni, trzonkow
konidialnych, komorek konidiotwoérczych i zarodnikow konidialnych) izolatow grzyba
M. mali byly zgodne z opisami zawartymi w publikacji Frank i wspotpracownikow (2010).
Poczatkowo na pozywkach PCA i SNA obserwowano tylko drozdzopodobng forme kultury,
w ktorej obficie powstawaly wtorne zarodniki konidialne w procesie mikrocyklicznym.
Z czasem rozwijaly si¢ mtode, bezbarwne strzepki grzybni. W starszych kulturach strzgpki byty
rozgalezione, jasnobragzowe i gladkie. Budowa trzonkow konidialnych, komorek
konidiotworczych i sposob powstawania konididow byly podobne jak u izolatow grzybow
z rodzaju Microcyclospora. Komorki konidiotworcze byly jasnobrgzowe, jezeli byty wiaczone
w komorki strzgpek grzybni lub hyalinowe, jezeli wystepowaty w $luzowatych
drozdzopodobnych czesciach kolonii. Grzyb M. mali tworzyl hyalinowe konidia, ktére m.in.
pozwolity na odroznienie tego gatunku od grzybéw z rodzaju Microcyclospora
wytwarzajacych zabarwione zarodniki. U gatunku tego w zalezno$ci od rodzaju pozywki
w konidiach obserwowano do 11 przegrod. Wedtug informacji zawartych w literaturze (Frank
i in. 2010) grzyb M. mali wytwarzat najwiecej zarodnikéw 3-6-przegrodowych. Wyniki te
zostaty cze$ciowo potwierdzone w badaniach wlasnych, gdzie obserwowano bardzo duzo
zarodnikow z 3 przegrodami. W duzej jednak liczbie takze odnotowywano Konidia
1- i 2-przegrodowe, niezaleznie od gospodarza, z ktorego zostal uzyskany izolat. Wymiary
zarodnikow na pozywce SNA po 7 i 30 dniach byty podobne. Nie odnotowano tez wigkszych
réznic w wielko$ci zarodnikow w zalezno$ci od gospodarza oraz rodzaju sekwencji
nukleotydowej. Srednie wymiary konidiéw miescity sic w zakresie podanym przez Frank
I wspotpracownikow (2010). Podobnie jak w badaniach u wspomnianych autorow
w kulturach nie obserwowano chlamydospor.

Do gatunku M. mali zostata zaliczona najwigksza liczba uzyskanych w badaniach
wilasnych izolatow (90,4%). Wyniki te byty najbardziej zblizone do uzyskanych w Serbii
i Czarnogoérze, gdzie izolaty grzybow Pseudocercosporella sp. (od 2010 roku klasyfikowane
przez Frank i wspotautorow jako M. mali) stanowity 87,8% (Ivanovi¢ i in. 2010). Izolaty
nieoznaczonych gatunkoéw grzybow z rodzaju Pseudocercosporella byty w niewielkiej liczbie

uzyskiwane rowniez w potudniowej Polsce (1,31%) Grabowski (2007).

Charakterystyka dvnamiki wzrostu kolonii wybranych izolatow sprawcow choroby na

réoznych pozywkach oraz ich liniowego wzrostu i morfologii

Brak jest danych w literaturze na temat dynamiki wzrostu réznych gatunkéw grzybow

powodujacych brudng plamisto$¢ jabtek. W niniejszej pracy wszystkie badane izolaty
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grzybow (P. fructicola, Peltaster sp., P. sessilis, M. pomicola, M. malicola,
Pseudocercospora sp. i M. mali) charakteryzowatly si¢ wolnym przyrostem powierzchni
kolonii na dobg. Najwolniejszy dobowy przyrost kolonii na wszystkich pozywkach (Czapek,
PDA, jabtkowej, MEA, CMA i PCA) odnotowano u izolatow grzybow z rodzaju Peltaster.
Najszybciej na wigkszoséci pozywek przyrastaty kolonie izolatow M. mali. W tych samych
warunkach temperatury i o$wietlenia zaobserwowano roznice tempa wzrostu izolatow tych
samych gatunkow na poszczegdlnych pozywkach. U wszystkich badanych izolatéw grzybow
na pozywkach CMA 1 PCA obserwowano wrastanie strzepek w podioze, a grzybnia
powietrzna byta bardzo stabo rozwini¢ta. Na pozostatych pozywkach (Czapek, MEA, PDA,
jabtkowa) kolonie czasami byly ptaskie, ale u wigkszo$ci izolatow grzyboéw wzniesione,
pomarszczone lub pofaldowane. Odnotowano takze w wigkszosci przypadkéw roznice
w wygladzie kolonii tych samych izolatow grzybow na tych samych pozywkach. Byly one
widoczne zardwno u izolatow pochodzacych z tego samego gospodarza, jak i z rdéznych
gospodarzy. W dostepnej literaturze (Johnson i in. 1996, de Hoog 1999, Grabowski 2004,
Williamson 1 in. 2004, Wrona i Grabowski 2004a, Batzer i in. 2005, Caretta i in.2006,
Ivanovic i in. 2010, Zhuang i in. 2010) opisywany jest rozwdj poszczegélnych gatunkow
grzybow glownie na PDA i MEA. Brak jest natomiast danych dotyczacych wzrostu i rozwoju
tych gatunkow na innych pozywkach uzytych w badaniach. Jak dotychczas brak jest
jakichkolwiek doniesien w literaturze przedmiotu na temat wzrostu kolonii izolatow grzybow
uzyskanych z gruszek i $liwek na pozywkach. W prezentowanej pracy wzrost kolonii
izolatow z gruszek i sliwek porownywano z koloniami z jablek, gdyz poszczegodlne gatunki
grzybow z rdéznych gospodarzy mialy podobne sekwencje nukleotydowe i cechy
morfologiczne. Z danymi zawartymi w literaturze poréwnano tylko wzrost liniowy kultur
grzybow na réznych pozywkach, poniewaz brak jest danych dotyczacych dynamiki wzrostu
kolonii tych grzybow.

Badanie rozwoju wybranych gatunkow grzybow powodujacych brudna plamisto$¢

jablek na pedach i owocach jabloni

Na podstawie danych z literatury (Johnson i in. 1997) wiadomo, ze grzyb P. fructicola
na pedach jabtoni zimowat w formie strzgpek grzybni i piknotyriéw, co zostato cze¢§ciowo
potwierdzone w niniejszej pracy. W przeprowadzonych obserwacjach piknotyria na pedach
jabloni wystepowaty sporadycznie. Prawie czarne, kuliste struktury obecne w grzybni,
znajdujacej si¢ na przezimowanych pedach, okazywaly si¢ w wigkszosci strukturami

podobnymi do mikrosklerocjow. Natomiast w sezonie wegetacyjnym, podobnie jak Johnson
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I wspotpracownicy (1997) oraz Williamson i Sutton (2000), na owocach obserwowano duza
liczbe piknotyriow z licznymi zarodnikami konidialnymi. Poszczegélne etapy rozwoju
piknotyriow zaréwno izolatow grzyba Peltaster sp. jak i P. fructicola byty bardzo podobne do
opisywanych przez Johnsona i wspotpracownikow (1997).

Wyniki uzyskane w badaniach wlasnych oraz obserwacje prowadzone przez Noga
I wspotpracownikow (2000) potwierdzaja, ze grzyb P. sessilis zimuje takze w formie strzepek
grzybni na pedach jabtoni. Po raz pierwszy w $wiecie opisano rowniez sposob zimowania
zidentyfikowanych w ostatnich latach grzybéw M. mali, M. malicola i M. pomicola.
Zimowaty one podobnie jak wspomniany grzyb P. sessilis. Grzyby te bardzo stabo
zarodnikowaly na owocach co potwierdza spostrzezenia Batzer i wspotpracownikow (2012),
ze grzyby nalezace do kompleksu sprawcow brudnej plamistosci jabtek nie stanowig zrodta
dalszego rozwoju i rozprzestrzeniania si¢ grzyba. Wyjasnienie tego zagadnienia u grzyba

P. fructicola wymaga przeprowadzenia dalszych badan.

Analiza zwiazku pomiedzy grzvbami powodujacymi brudna plamistosé jablek,

a komorkami skorki owocow z wykorzystaniem mikroskopu Swietlnego i mikroskopow

elektronowych

W literaturze istnieja doniesienia na temat wytgcznie epifitycznego rozwoju sprawcow
brudnej plamisto$ci jabtek na powierzchni epikutykularnych woskow (Baines i Gardner 1932,
Siemaszko 1937, Johnson i in. 1996, Belding i in. 2000). W niniejszej pracy podobny rozwoj
na powierzchni skorki owocéw odnotowano takze u P. fructicola, Peltaster sp., P. sessilis
oraz M. pomicola i M. malicola. Wyjatek stanowit grzyb M. mali, ktorego strzgpki rozwijaty
si¢ na powierzchni kutykuli 1 wnikaty w glebsze jej warstwy. Wyjasnienie tego zagadnienia
wymaga dalszych badan. Wnikanie strzepek grzybni w glebiej potozone warstwy kutykuli
obserwowal rowniez Groves (1933) u grzyba Gloeodes pomigena. Badacz ten wskazal na
Scisty zwigzek pomig¢dzy sposobem jego rozwoju, a wiednieciem owocOw w przechowalni.
Podobne zjawisko zaobserwowano rowniez w Polsce (Mirzwa-Mréz i in. 2012). Jest to
szczegdlnie wazne, poniewaz w badanych rejonach kraju gatunek M. mali wystepowat
W znacznej przewadze w poréwnaniu z innymi sprawcami brudnej plamistos$ci jabtek.
Uzyskane wyniki dotyczace rozwoju M. pomicola, M. malicola i M. mali na powierzchni
epikutykularnych woskow zostaly przedstawione po raz pierwszy w $wiecie. Natomiast
rozwdj P. sessilis i grzybow z rodzaju Peltaster na powierzchni owocow zostal

udokumentowany po raz pierwszy w Polsce.
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Obserwacje nad zakresem zywicieli sprawcow brudnej plamistosci jablek

W niniejszej pracy po raz pierwszy w $wiecie dokonano identyfikacji sprawcow
choroby na owocach grusz. Najczesciej notowany byt grzyb M. mali, rzadziej M. malicola,
a najrzadziej M. pomicola i P. sessilis. W USA Latinovi¢ i wspotpracownicy (2007)
zidentyfikowali kilka gatunkow grzybow powodujacych objawy brudnej plamistosci jabtek na
sliwkach. W Polsce pierwsza informacja o wystepowaniu objawdw tej choroby na §liwach
zostala zamieszczona przez Boreckiego w 1990 roku. Badacz ten nie prowadzil jednak
szczegblowych badan dotyczacych tego zagadnienia. Pierwszej identyfikacji sprawcy tej
choroby na tym zywicielu dokonata autorka niniejszej pracy (Mirzwa-Mro6z i in. 2011). Byt
nim jeden gatunek grzyba- M. mali. Zarowno w Stanach Zjednoczonych (Latinovi¢ i in.
2007), jak i w Polsce (Mirzwa-Mroz i in. 2011) poszczegdlne gatunki grzyboéw opisane na
Sliwkach rozwijaly si¢ takze na jabtkach. Podobne zjawisko zaobserwowano w badaniach
wiasnych w przypadku grzybow wyizolowanych z gruszek. Obserwacje te moga mie¢ duze
znaczenie ze wzgledu na epidemiologi¢ choroby, gdyz §liwy i grusze najprawdopodobniej
beda stanowity dodatkowe zrédto infekcji dla jabloni. W warunkach naturalnych, oprécz
jabtek, gruszek i S$liwek, objawy brudnej plamistosci jabtek autorka niniejszej pracy
obserwowata, takze na pedach borowki wysokiej. Identyfikacja czynnika sprawczego tej
choroby na tym gospodarzu wymaga jednak dalszych badan. W literaturze istnieje wprawdzie
doniesienie (Schilder i Cline 2009) o wystgpowaniu brudnej plamistosci na pedach wyzej
wspomnianej rosliny, ale jej etiologia do tej pory nie zostata poznana. W prowadzonych
obserwacjach wilasnych nie odnotowano objawdw choroby na malinach, antypce, atyczy,

brzoskwiniach i czere$niach rosngcych w warunkach naturalnych.

Autorka prezentowanej pracy podobnie jak Johnson i wspotpracownicy (1997),
Grabowski (2004), Wrona i Grabowski (2004a), Batzer i wspotpracownicy (2005), Ivanovic¢
I wspotpracownicy (2010) nie obserwowata wystepowania grzyba opisanego jako Gloeodes
pomigena. Nie uzyskata takze izolatow grzyba Tripospermum myrti, ktory byl najczesciej
izolowanym sprawca brudnej plamistosci jablek w potudniowej Polsce (Grabowski 2004,
2007, Wrona i Grabowski 2004a).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy dotycza wystgpowania brudnej plamistosci jablek
na jabtkach, gruszkach i Sliwkach w roznych regionach Polski (Mirzwa-Mréz 2013).
Pozwolito to na szersze spojrzenie na etiologi¢ tej choroby w naszym Kkraju.
Niezaprzeczalnym osiggnigciem jest wykorzystanie technik biologii molekularnej do

identyfikacji sprawcow tej choroby oraz dokonanie ich molekularnej charakterystyki.
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Pozwolito to na poszerzenie listy sprawcoOw choroby o gatunki, ktérych rozpoznanie byto

niemozliwe przy wykorzystaniu tylko metod konwencjonalnych.

WhiosKi

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan pozwolity na sformulowanie nastepujacych

wnioskow:

1.

Na owocach z objawami brudnej plamistosci jablek obserwowano sze$¢ réznych typow

plech. Najczesciej spotykanym byt typ gatezisty, a najrzadziej gesto cetkowany.

. Zidentyfikowano pie¢ gatunkow grzybow powodujacych brudng plamistos¢ jablek:

Peltaster fructicola, Phialophora sessilis, Microcyclosporella mali, Microcyclospora
malicola, Microcyclospora pomicola i jeden nieoznaczony gatunek z rodzaju Peltaster.
Najliczniej wystgpowaty izolaty grzyba Microcyclosporella mali, a najrzadziej Peltaster
sp. i Peltaster fructicola.

Waznymi cechami mikroskopowymi odrdzniajgcymi gatunki z rodzaju Microcyclospora
od gatunku Microcyclosporella mali byly wymiary i zabarwienie zarodnikoéw
konidialnych, a Phialophora sessilis od gatunkow z rodzaju Peltaster obecnos¢
kotnierzykow fialid na strzepkach grzybni i starszych konidiach.

Izolaty grzybow bardzo podobne pod wzglgdem morfologicznym (np. Microcyclospora
malicola i Microcyclospora pomicola) identyfikowano gtownie na podstawie ich
sekwencji DNA.

Izolaty grzyboéw powodujacych brudng plamistos¢ jabtek charakteryzowaty si¢ bardzo
duzym podobienstwem sekwencji DNA 1 cech morfologicznych poszczegolnych struktur
w obrebie gatunku, niezaleznie od gospodarza, z ktorego pochodzity.

Nie odnotowano réznic w sekwencji nukleotydow izolatdow tych samych gatunkéw

grzyboéw w zaleznosci od miejsca ich pochodzenia.

. Kolonie izolatow poszczegdlnych gatunkéw grzybow odznaczaty sie wolnym liniowym

wzrostem. Dynamika wzrostu badanych izolatow grzybow uzalezniona byta od rodzaju

pozywki.

. Najobfitsze zarodnikowanie badanych gatunkow obserwowano w Kulturach agarowych

na pozywkach PCA i PDA, a najstabsze na CMA.

. Kolonie grzybéw powodujacych brudng plamisto$¢ jabtek zimowaty na pgdach jabtoni

w formie zmelanizowanych 1 zrosnigtych strzepek grzybni podobnych do
mikrosklerocjow, natomiast kolonie grzybow z rodzaju Peltaster na pedach wytwarzaty
takze pojedyncze piknotyria.
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10.

11.

Strzepki grzyba Microcyclosporella mali rozwijaty sie na powierzchni epikutykularnych
woskoéw owocow podobnie jak pozostatych czynnikdw sprawczych choroby, ale niektore
z nich wrastaty w kutykule powodujac jej uszkodzenia.

Grzyby powodujace brudng plamistos¢ jabtek wystepowaty na roznych gospodarzach.
Z jablek otrzymywano izolaty Peltaster sp., Peltaster fructicola, Phialophora sessilis,
Microcyclosporella mali, Microcyclospora malicola i Microcyclospora pomicola,
z gruszek Phialophora sessilis, Microcyclosporella mali, Microcyclospora malicola
i Microcyclospora pomicola, a ze sliwek Microcyclosporella mali. W warunkach
naturalnych nie odnotowano objawow choroby na malinach, antypce, alyczy,

brzoskwiniach i1 czere$niach.

Najwazniejsze osiagniecia naukowe

a)

b)

nowe dla wiedzy z danej dziedziny
identyfikacja czynnikéw sprawczych choroby na gruszkach (Phialophora sessilis,
Microcyclosporella mali, Microcyclospora malicola i Microcyclospora pomicola),
badanie rozwoju grzybow M. mali, M. malicola i M. pomicola na powierzchni kutykuli,
badanie sposobu zimowania M. mali, M. malicola i M. pomicola,
dostarczenie informacji na temat dynamiki wzrostu kolonii grzybow-sprawcoéw choroby
na réznych pozywkach,
charakterystyka wzrostu kultur grzybow z gruszek i §liwek na roznych pozywkach.
nowatorskie w Polsce
identyfikacja trzech sprawcéw brudnej plamistosci jabtek: Microcyclosporella mali,
Microcyclospora malicola i Microcyclospora pomicola,
identyfikacja sprawcy tej choroby na sliwkach (M. mali),
badanie rozwoju P. sessilis i grzybéw z rodzaju Peltaster na powierzchni kutykuli
jabtek,
molekularna charakterystyka grzybow powodujacych brudng plamisto$¢ jabtek,
ustalenie i zdeponowanie w Banku Genow 20 sekwencji nukleotydowych sprawcow
choroby: jednej Peltaster sp., jednej P. fructicola, dwoch P. sessilis, 12 M. mali
(wczesnie] Pseudocercosporella sp.), dwoch M. malicola i dwoch M. pomicola.
Wigkszo$¢ z nich ukazata si¢ w Banku Genow po napisaniu niniejszej pracy (zatgcznik

4; 11 D, nr 20, 24-30, 36-47).
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Wykorzystanie w praktyce

Uzyskane wyniki dotyczace etiologii choroby i biologii jej sprawcow moga by¢
pomocne w konstruowaniu programoéw ochrony drzew sadowniczych przed tymi grzybami

oraz uzyte w hodowli nowych odmian jabtoni.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo —badawczych (artystycznych)

Dyplom magistra inzyniera uzyskatam w 1992 roku po obronie (z wyr6znieniem) pracy
magisterskiej pt.: ,,Przyspieszona ocena odpornosci drzew pestkowych na maczniaka
prawdziwego”. Praca wykonana byla pod kierunkiem dr Yuriy Mikhaylovich Stroykov.
Wigkszo$¢ badan dotyczacych pracy magisterskiej wykonalam w Instytucie Ochrony Roslin
w Nikitskim Ogrodzie Botanicznym w Jatcie. W 1993 roku rozpoczetam prace w Katedrze
Fitopatologii na Wydziale Ogrodniczym SGGW w Warszawie. W latach 1993-1997 bytam
zatrudniona na stanowisku samodzielny rolnik (pracownik inzynieryjno-techniczny), ale
prowadzitam réwniez badania naukowe.

Poczatkowo, gtébwnie pod Kkierunkiem prof. dr hab. Czestawa Zamorskiego bratam
udziat w badaniach dotyczacych chorob infekcyjnych roslin ozdobnych. Wyniki prac nad
oceng porazenia réoznych odmian chryzantem przez grzyb Puccinia horiana Henn. (organizm
kwarantannowy) wykazatly, ze wsrod uprawianych odmian o réznych stopniach podatnosci,
stanowigcych najliczniejsza grupe, znajdowaly si¢ takze odmiany immune. Ponadto
zajmowatam si¢ ustalaniem etiologii wigdnigcia i zamierania chryzantem. Efektem tej pracy
byto wyodrgbnienie czterech choréb i identyfikacja ich sprawcow: zgnilizny twardzikowej
(powodowanej przez Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), szarej plesni (Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel, anamorfa: Botrytis cinerea Pers), wertycyliozy (Verticillium
dahliae Kleb.) i ryzoktoniozy (Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, anamofa: Rhizoctonia
solani Kiihn). Najczesciej odnotowywano wertycylioze i zgnilizne twardzikowa.
W niektorych gospodarstwach porazenie odmiany ‘Super White’ przez V. dahliae siggato
85%, za$ porazenie roznych odmian igietkowych chryzantem przez S. sclerotiorum wynosito
95%. Wigdnigcia i zgorzele powodowane przez pozostale ww. gatunki patogendéw
odnotowywane byly sporadycznie. Wyniki powadzonych badan byty prezentowane na X i XI
Ogolnopolskim Zjezdzie Kwiaciarzy w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (obecnie
Instytucie Ogrodnictwa) w Skierniewicach (zatacznik 4; 111 B, nr 9, 10).

Nastepnie, W 1994 roku, razem z pracownikami naukowymi Katedry Fitopatologii
kierowanymi przez prof. dr hab. C. Zamorskiego rozpocz¢tam badania obejmujace etiologie,
patogenezg i epidemiologi¢ chordb zbdz powodowanych przez grzyby. Byty one prowadzone
we wspolpracy z kilkoma osrodkami hodowli zbdz: hodowlg ,,.Danko” (Laski, Dankow,
Dg¢bina i Choryn), Stacja Hodowli Roslin (SHR) w Krzeczowicach (woj. podkarpackie), SHR

w Sobotce 1 SHR w Szelejewie (woj. wielkopolskie).
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Najwazniejsze efekty tych prac to:
1. Wstepne udokumentowanie wystepowania i dynamiki rozwoju nowych wowczas chordb:

- brunatnej plamistoSci lici pszenicy powodowanej przez Pyrenophora. tritici- repentis
(Died.) Drechsler (anamorfa Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker).
W warunkach prowokowanej epifitozy pierwsze objawy porazenia ro$lin przez tego
patogena obserwowano po okoto dwoch tygodniach od wytozenia stomy ze znajdujacymi
si¢ na niej pseudotecjami. Wszystkie testowane genotypy ulegaly silnemu lub bardzo
silnemu porazeniu (od 67 do 98%). Sposrdéd nich wyrdzniata si¢ odmiana Michigan
Amber, ktora byla znacznie stabiej porazana. Wystepowanie na jej liSciach czarnych
nekrotycznych cetek wyraznie odgraniczonych od zdrowej tkanki wskazywato na
odpornosciowy charakter reakcji tej odmiany.

- septoriozy paskowanej liSci pszenicy powodowanej przez Mycosphaerella graminicola
(anamorfa Septoria tritici Desm., obecnie Zymoseptoria tritici (Desm.) Quaedvl. et
Crous). Wyniki do$wiadczen wskazywaly na duze zréznicowanie reakcji genotypow
pszenicy na porazenie przez patogena (0d 29 do 95%). Najwicksze nasilenie choroby
odnotowano w Konczewicach (od 50 do 60%). Nizsze porazenie roslin zaobserwowano
w Krzeczowicach i Sobotce.

2. Ocena podatnos$ci roéznych genotypOw pszenzyta 1 pszenicy na porazenie przez
nastepujace gatunki grzybow rdzawnikowych:

- Puccinia striiformis Westend. (sprawca rdzy zoltej zbdz i traw). Wsrdd badanych
genotypow pszenicy 0zimej dominowaly formy odporne (56%), natomiast w przypadku
pszenicy jarej tylko 25% genotypow byto odpornych. Wigkszo$¢ zas stanowily genotypy
$rednio i mato podatne. Genotypy pszenzyta jarego i ozimego bylty w wigkszo$ci podatne
na porazenie przez patogena.

- Puccinia graminis Pers. (sprawca rdzy zdzbtowej zboz i traw). Testowano jedynie
genotypy pszenicy jarej, dla ktorej choroba stanowi potencjalne zagrozenie w warunkach
Polski. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazuja na wysokg podatno$é
wigkszosci badanych genotypow. Tylko dwa z nich okazaty si¢ odporne (nie odnotowano
objawow choroby na zdzbtach i ktosach).

- Puccinia recondita Dietel et Holw. (sprawca rdzy brunatnej pszenicy i pszenzyta). Na
pszenicy i pszenzycie choroba ta wystepowata corocznie w zmiennym nasileniu pod
koniec okresu wegetacji tych zbdz. Wsrdd materiatow pochodzgcych ze wszystkich

wyzej wspomnianych os$rodkéw hodowli zbdz do wyjatkow nalezaty genotypy nie
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porazone przez P. recondita, nicliczne byly tez genotypy stabo porazone. Wsrod
testowanych rodéw i odmian pszenicy jarej nie znaleziono form odpornych.

Wyniki badan dotyczace chordb zbdz oraz demonstracje prowadzonych doswiadczen

polowych byly prezentowane podczas krajowych warsztatow ,,Choroby zbdz” (zalacznik 4,

I11 I, nr 2) organizowanych w Katedrze Fitopatologii SGGW w Warszawie, w przygotowaniu

ktorych bratam czynny udzial (zatgcznik 4; 111 Q, nr 24). Obserwacje polowe, ktore byty

waznym punktem tych spotkan zostaly bardzo wysoko ocenione przez uczestnikow,
zwlaszcza hodowcow. Wyniki tych obserwacji stanowity cenne zrédto informacji, ktore
mogly by¢ wykorzystane przy opracowywaniu programéw hodowlanych nowych odmian
pszenicy. Ponadto rezultaty prac dotyczacych etiologii, patogenezy i epidemiologii chordob
zboz powodowanych przez P. tritici- repentis i M. graminicola, byty publikowane (zalacznik

4; 11 D, nr 8, 9, 10) oraz prezentowane na konferencji (zatacznik 4; 111 B, nr 1).

W marcu 1997 roku rozpocze¢tam studia doktoranckie na Wydziale Ogrodniczym
SGGW w Warszawie (Katedra Fitopatologii). Prace doktorska pt.: ,,Wystgpowanie w Polsce
septoriozy paskowanej liSci pszenicy powodowanej przez Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) Schroeter” wykonatam pod kierunkiem prof. dr hab. C. Zamorskiego. Obiektem
moich badan byt grzyb M. graminicola sprawca mato woéwczas znanej choroby - septoriozy
paskowanej lisci pszenicy. Wynikiem przeprowadzonych prac byto uzyskanie waznych
danych dotyczacych:

1. Wystepowania i przebiegu rozwoju septoriozy paskowanej liSci pszenicy W warunkach
Polski. Stwierdzono, ze udziat grzyba M. graminicola w powodowaniu nekrotycznych
plamistosci byt znaczacy. W niektorych rejonach kraju obserwowano jego epidemiczne
wystepowanie, skutkiem ktorego bylo porazenie lisci flagowych, a nawet klosow.
W warunkach Polski patogen infekowat rosliny pszenicy ozimej juz jesienig, a wiosng
opanowywal coraz to wyzsze pigtra lisci. Objawy infekcji pierwotnych i infekcji
wtérnych byty odmienne.

2. Obecnosci i rozwoju teleomorfy oraz przebiegu wysiewu zarodnikow workowych
patogena. Podczas prowadzonych obserwacji przez okres 3 lat, teleomorfa grzyba
M. graminicola wyst¢gpowala corocznie. Pseudotecja tworzyly si¢ na obumartych lisciach
pszenicy poczawszy od lipca, a ich rozwdj trwal do pozne;j jesieni. W najwigkszej liczbie
askospory wysiewaly si¢ we wrzesniu i pazdzierniku. Wiosng z przezimowanych otoczni
uwalniaty sie tylko pojedyncze zarodniki. Rzadko aktywne otocznie znajdowano wiosng.

W Polsce, badania te miaty nowatorski charakter.
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3. Polowej podatnosci genotypéw pszenicy ozimej 1 proby okreslenia szkodliwosci
M. graminicola. Do tego czasu zagadnienie to bylo niedostatecznie rozpoznane. Wyniki
badan wykazaly, ze podatno$¢ genotypdw pszenicy ozimej na porazenie przez grzyb byla
zroznicowana. Obok genotypow catkowicie odpornych (stare odmiany pszenicy ozimej)
stwierdzano, zwlaszcza dla nowych genotypow pszenicy, genotypy stabo, umiarkowanie
i silnie porazone.

4. Zakresu ros$lin zywicielskich grzyba, ktory byl w owym czasie stabo rozpoznany.
Stwierdzono, ze w Polsce M. graminicola stanowi gltownie zagrozenie dla upraw
pszenicy ozimej, natomiast Sporadycznie wystepuje na pszenicy jarej i siewkach
pszenzyta. Nie poraza za$ jeczmienia, owsa i zyta.

Niektore wyniki dotyczace rozwoju teleomorfy grzyba (zatacznik 4; 11 D, nr 12, 17, 18) oraz

reakcji genotypOw pszenicy ozimej na porazenie przez patogena (zatacznik 4; II D, nr 11, 13)

zostaty opublikowane. Byly one rowniez prezentowane na konferencjach krajowych

I zagranicznych (zatgcznik 4; 111 B, nr 2, 11, 12, 23, 24).

Badania nad M. graminicola zostaty czgéciowo sfinansowane ze $srodkéw MNISW (Grant

promotorski KBN Nr 5 P0O6B 072 14, gtowny wykonawca projektu) (zatacznik 4; 11 1, nr 1).

Prace prowadzono we wspolpracy z gospodarstwami zlokalizowanymi w rdznych rejonach

kraju: ZD IHAR w Konczewicach (woj. kujawsko-pomorskie), SHR w Krzeczowicach, SHR

w Sobotce 1 COBORU w Stupi Wielkiej (woj. wielkopolskie), Laski (Hodowla ,,Danko”) oraz

ZD IHAR w Grodkowicach (woj. matopolskie).

Po obronie rozprawy doktorskiej, w lipcu 2000 roku, zostatam zatrudniona w Katedrze
Fitopatologii SGGW w Warszawie na stanowisku adiunkta i kontynuowatam prace nad
chorobami zbdz powodowanymi przez grzyby. Stanowisko to zajmuje do chwili obecne;.

W latach 2002-2003 bylam glownym wykonawca projektu pt. ,,Kompleks septorioz
pszenicy (Septoria, Stagonospora) w Czechach i Polsce, ich znaczenie i metody zwalczania
na tle standardow europejskich” w ramach Umowy Miedzyrzadowej pomigdzy Polska
a Czechami. Kierownikami projektu byli prof. C. Zamorski oraz dr Ludvik Tvaruzek (Katedra
Integrowanej Ochrony Roslin, Instytut Nauk Rolniczych (INR), Sp. z 0. 0. w Kromeriz)
(zatacznik 4; II I, nr 5). Bralam udzial w testowaniu reakcji polskich i czeskich odmian
pszenicy na patogeny: Septoria tritici i Stagonospora nodorum w poszukiwaniu donoréw
odpornosci na te gatunki. Badalam réwniez obecnos$¢ teleomorfy M. graminicola na terenie
Czech oraz analizowalam jej rozw6j w obu krajach. Po raz pierwszy w Polsce wykonatam
petng dokumentacje fotograficzng ilustrujaca poszczegélne etapy rozwoju pseudotecjow
M. graminicola z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (zatacznik 4; 11
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D, nr 4; 1Il B, nr 25). Koncowym etapem projektu byly miedzynarodowe warsztaty
w Kromeriz, ktérych bytam wspotorganizatorem (zatacznik 4; 111 Q, nr 31).

Na szczegolng uwage zastuguje wykonana pod moim kierunkiem praca magisterska
mgr inz. Joanny Bator pt.: ,,Badania nad rozwojem teleomorfy grzyba Mycosphaerella
graminicola”, ktora zostata wyrdzniona nagroda JM Rektora (zatacznik 4; 111 J, nr 1).

W 2003 roku bylam takze kierownikiem zadania badawczego (grant wewnetrzny)
finansowanego przez Dziekana Wydzialu Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu SGGW
w Warszawie pt..;”Wybrane zagadnienia z biologii grzyba Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) Schroeter” (zatgcznik 4; 1l 1, nr 2). Jednym z jego celow byto poznanie sprawcy
septoriozy gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media L.) (chwastu, ktory czesto wystepuje
w zasiewach zb6z) w Polsce. W 1978 roku Prests i Hendrix notowali na terenie USA
porazenie tej rosliny przez M. graminicola. Na podstawie morfologii, patogenicznosci
izolatéw grzyba oraz wynikéw badan molekularnych wykazano, ze w warunkach Polski
sprawcg septoriozy gwiazdnicy pospolitej nie jest grzyb M. graminicola a Septoria stellariae
Westend., ktory nie poraza pszenicy, a chore rosliny nie sg zrodtem infekcji dla tego zboza.
Badania te w Polsce miaty charakter nowatorski (zatgcznik 4; IT D, nr 5).

Kontynuujac wspotprace z dr Ludvik Tvaruzek (INR, Sp. z 0. 0. w Kromeriz, Czechy)
bytam wraz z prof. dr hab. Wojciechem Wakulinskim gtéwnym wykonawca projektu pt.:
,Mycosphaerella graminicola na tle innych patogenow powodujgcych plamistosci lisci
pszenicy” (zalacznik 4; II I, nr 6) realizowanego w latach 2004-2005. Uczestniczytam
W realizacji nastgpujacych zadan:

e poznanie struktury populacji patogenow powodujacych choroby nalezace do
kompleksu plamistosci lisci pszenicy na terytorium Polski i Czech,
e badanie reakcji polskich i czeskich genotypow pszenicy ozimej na porazenie przez
M. graminicola.
Uzyskane wyniki pozwolity na szczegdétowe poréwnanie reakcji poszczegdlnych genotypow
pszenicy réznigcych si¢ podatno$cia na porazenie przez M. graminicola. Wykazujace
najwyzsza odpornos$¢ genotypy pszenicy z Polski i Czech mogly shuzy¢ jako donory gendéw
odpornosci w prowadzonych w Polsce programach hodowlanych. Obserwacje polowe
dostarczyly rowniez informacji na temat ekonomicznego znaczenia grzyba M. graminicola
I innych patogenoéw powodujgcych plamistosci lisci pszenicy. Wyniki wspotpracy mogty by¢
wykorzystane przez rolnikow w praktyce do zmiany istniejacego wowczas podejscia

dotyczacego ochrony roslin pszenicy przed plamisto§ciami lisci.

24



Zatgcznik 2. Autoreferat dr Ewa Mirzwa-Mroz

W tym samym okresie bytam kierownikiem projektu pt.:”’Mycosphaerella graminicola
I Pyrenophora tritici-repentis jako patogeny pszenicy. Zrdznicowanie populacji grzybow
I reakcja gospodarza” w ramach Umowy Miedzyrzadowej pomiedzy Polska a Wegrami
(zatacznik 4; 11 I, nr 7). Kierownikiem ze strony wegierskiej byta dr Csosz Laszlone z Cereal
Research Non-profit Company w Szeged, natomiast gtdéwnymi wykonawcami prof. Akos
Mesterhazy i dr Beata Toth. W sktad polskiego zespotu badawczego wchodzili: dr hab.
Matgorzata Schollenberger, prof. SGGW, prof. dr hab. C. Zamorski, prof. dr hab.
W. Wakulinski. Prowadzitam prace, ktorych celem byto badanie reakcji genotypow pszenicy
ozimej na porazenie przez M. graminicola i P. tritici-repentis w Polsce i na We¢grzech oraz
scharakteryzowanie ras w populacji grzyba P. tritici-repentis w obu krajach. Otrzymane
wyniki umozliwily szczegoétowe porownanie reakcji poszczegdlnych genotypow pszenicy
roznigcych sie podatnoscig na P. tritici-repentis i M. graminicola oraz poszerzenie wiedzy
dotyczacej rozprzestrzeniania i ekonomicznego znaczenia tych patogenéow na Wegrzech.
Wykazujace wysokg odporno$¢ genotypy wybierano jako donory gendw odpornosci na Ww.
patogeny i mogly one by¢ wykorzystywane w programach hodowlanych w Polsce.

Rowniez w latach 2004-2005 uczestniczytam w badaniach dotyczacych wystepowania
maczniaka prawdziwego na pszenzycie, powodowanego przez Blumeria graminis (DC)
Speer. Efektem tych prac bylo stwierdzenie wystepowania tej choroby po raz pierwszy
W Polsce w tak duzym nasileniu w szesciu SHR (Matyszyn, Choryn, Szelejewo, Kobierzyce,
Laski, De¢bina). U niektorych genotypéw objawy choroby odnotowywano nawet na klosach.
Sposrod 22 testowanych genotypow jedynie trzy nie byly w ogodle porazone. Wyniki tych
badan zostaly przedstawione na VII Krajowych Warsztatach ,,Chorob zb6z” w Katedrze
Fitopatologii SGGW, ktérych bylam wspotorganizatorem (zatacznik 4, III Q, nr 25) oraz
zostaty opublikowane (zatacznik 4, I1 D, nr 14).

Moje ostatnie badania dotyczace zbdz zostaty przeprowadzone w 2011 roku. Bratam
udzial w badaniu podatnosci kolb kukurydzy pastewnej i zwykle] na porazenie przez
patogeny z rodzaju Fusarium. Sposrod siedmiu testowanych gatunkow tych grzybow
najwyzsza patogenicznos¢ wykazywaty F. graminearum, F. culmorum oraz F. subglutinans
(zatacznik 4; 11 D, nr 7).

Od 2005 roku doskonalilam i nadal doskonal¢ swoja wiedz¢ z zakresu technik
biologii molekularnej stosowanych do identyfikacji grzybow (zatacznik 4; 111 Q, nr 1, 2, 3,
5, 6, 10, 16). W tym czasie podjelam takze badania nad chorobami roslin sadowniczych.
Gléwnym obiektem moich zainteresowan staly si¢ grzyby powodujace niedostatecznie

rozpoznang wowczas chorob¢ -brudng plamistos¢ jablek (zatacznik 4, II D, nr 6, 19).
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Najwazniejszym etapem badan nad tg chorobg byta identyfikacja jej sprawcéw. Badania byly
finansowane przez JM Rektora SGGW w Warszawie z kierowanego przeze mnie zadania
badawczego (grant wewnetrzny) pt.: “Etiologia brudnej plamisto$ci jablek” (zatacznik 4; 11 1,
nr 3) oraz z grantu MNiSW ,,Brudna plamistos$¢ jablek zagrozeniem dla ekologicznej uprawy
jabtoni” (nr N N310 303834, 2008-2012) (zatgcznik 4; II I, nr 4), ktorego rowniez bytam
kierownikiem. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w monografii (Mirzwa-Mro6z 2013)
(zalacznik 4; 1 A) oraz byty prezentowane na konferencjach (zatacznik 4; III B, nr 4, 5, 6, 14,
15, 16, 20, 26, 27, 32, 34, 35).

Nawigzatam wspolprace z prof. Mark L. Gleason (Iowa State University, USA) wybitnym
specjalista zajmujacym si¢ kompleksem grzybow powodujacych brudng plamistosé owocow
ros$lin sadowniczych. Wynikiem tej wspélpracy byta wizyta Profesora w Katedrze
Fitopatologii w 2010 roku, w czasie ktorej wygtosit wyktad pt.: Sooty blotch and flyspeck of
apple: opening a can of worms” na seminarium (zatacznik 4, III Q, nr 28), ktorego bytam
organizatorem. Przeprowadzono réwniez rozmowy dotyczace szczegotdw pracy z grzybami
powodujacymi brudng plamistos¢ jablek, zaprezentowano mozliwosci badawcze Katedry
Fitopatologii i omodwiono perspektywy rozszerzenia wspotpracy. Po wizycie dokonano
wymiany kultur izolatow sprawcéw choroby. Ponadto wspdlnie z Profesorem napisalam
publikacje, w ktorej zamieszczone zostaly wyniki moich badan dotyczace identyfikacji
sprawcy brudnej plamistosci jabtek na sliwkach (gatunek Microcyclosporella mali) (zatgcznik
4; 11 A, nr2).

Dalsze prace nad kompleksem grzybow powodujacych brudng plamistos¢ jabtek miaty
na celu wykazanie ich wptywu na jako$¢ owocow podczas przechowywania. Prowadzono je
we wspolpracy z dr hab. Emilianem Pitera, prof. SGGW (Katedra Sadownictwa, SGGW
w Warszawie). Uzyskane wyniki wykazaty spadek masy (od 15 do 28%) przechowywanych
silnie porazonych jablek w poréwnaniu do masy owocoéw stabo porazonych i zdrowych.
Obserwowano roéwniez szybsze wiednigcie 1 marszczenie si¢ skorki owocoéw silnie
porazonych. Na owocach nie zaobserwowano rozrastania si¢ kolonii (nalotow) grzybow
(zatacznik 4; 11 A, nr 3; Il B, nr 18). Przedstawione powyzej badania miaty nowatorski
charakter w Polsce.

Kolejnym obiektem moich badan byt grzyb Aureobasidium pullulans (de Bary et
Lowenthal) G. Arnaud zaliczany do tzw. grzyboéw sadzakowych. W Polsce grzyb ten byt
czesto izolowany z jabtek i gruszek z objawami brudnej plamistosci. Jednak powodowane
przez niego plamy na owocach tworzyly si¢ bardzo rzadko (tylko na inokulowanych

owocach) i nie byly typowe dla sprawcow brudnej plamistosci, a charakterystyczne dla plam
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tworzonych przez sadzaki (strzepki grzyba bardzo stabo przylegaty do powierzchni skorki
jablek 1 latwo si¢ zmywaly). Wyniki przeprowadzonych badan (analiza sekwencji
nukleotydow, morfologia i wzrost kultur na réznych podiozach izolatow grzyba z jabtek
i gruszek) pozwolity na identyfikacje tego gatunku. Stwierdzono takze, ze ze wzgledu na
odmienny typ nalotéw na jabtkach A. pullulans nie powinien by¢ zaliczany do kompleksu
typowych sprawcow brudnej plamistosci jabtek (zalacznik 4; 11 A, nr 1, 6). Dodatkowo
opracowano i zdeponowano w Banku Genow sze$¢ sekwencji nukleotydowych tego grzyba
(FJ533153, HQ267769-HQ267773) (zatacznik 4; II D, nr 22, 31-35). Do tej pory brak byto
W tej bazie sekwencji nukleotydow izolatow A. pullulans otrzymanych z jabtek.

Od 2011 roku we wspotpracy z dr Ryszardem Dzigciolem i prof. dr hab. W.
Wakulinskim (Samodzielny Zaktad Fitopatologii SGGW w Warszawie) oraz dr Marzeng
Winska-Krysiak (Samodzielny Zaklad Przyrodniczych Podstaw Ogrodnictwa SGGW
w Warszawie) prowadze badania nad nowym patogenem borowki wysokiej- Valdensinia
heterodoxa Peyr. sprawca plamistosci lisci borowki wysokiej. Silnie porazone krzewy ulegaja
defoliacji, nie zawigzuja pakow kwiatowych co skutkuje spadkiem plonu w nastgpnym roku.
W Polsce, grzyb zostal po raz pierwszy odnotowany na krzewach borowki wysokiej odm.
‘Bluecrop’ na plantacji zlokalizowanej na terenie wojewodztwa mazowieckiego (2011 rok).
Identyfikacj¢ patogena przeprowadzono przy uzyciu tradycyjnych metod oraz techniki PCR
(zatacznik 4, 11 A, nr 4). Sekwencje nukleotydow tego grzyba (KF212190) zdeponowano
w Banku Genow (zatacznik 4; II D, nr 48). Wyniki te przedstawiano réwniez na
konferencjach krajowych i zagranicznych (zatacznik4; 11 B, nr 7, 19, 21, 29, 30).

Rozpoczeto rowniez badania dotyczace biologii i epidemiologii V. heterodoxa co
pozwoli w przysztosci na opracowanie metod ochrony krzewow boréwki wysokiej przed tym
patogenem (zatacznik 4; II D, nr 16). Wystepuje on powszechnie takze na lisciach borowki
czarnej (Vaccinium myrtillus L.). Ze wzgledu na to, Ze plantacje towarowe borowki wysokiej
w Polsce zakladane sg najczesciej na obrzezach lasow moze t0 sprzyjaé rozprzestrzenianiu si¢
grzyba takze na te plantacje. V. heterodoxa notowany byt juz w Polsce na lisciach krzewow,
a takze drzew iroslin zielnych rosngcych na terenie Puszczy Bialowieskiej, Ojcowa i nad
Wigrami (Siemaszko 1929, 1933, 1934), jednakze do chwili obecnej nie zostat doktadnie
scharakteryzowany, nie ustalono rowniez obszarow jego wystepowania.

Wykonana pod moim kierunkiem praca magisterska mgr inz. Eweliny Zielinskiej
pt.;,,Valdensinia heterodoxa Peyr. jako nowy patogen boréwki wysokiej w Polsce” w 2014
roku zajeta 1 miejsce w konkursie prac magisterskich na Wydziale Ogrodnictwa,

Biotechnologii i Architektury Krajobrazu SGGW w Warszawie (zalacznik 4; II1 J, nr 9).
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Grzyb ten jest takze obiektem badan pracy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Kukuty pt.:
,Biologia i epidemiologia grzyba Valdensinia heterodoxa jako sprawcy plamistosci lisci
boréwki wysokiej”, ktorej jestem pomocniczym opiekunem naukowym (zatacznik 4; 11l K,
nr 1) (opiekun naukowy prof. dr hab. Elzbieta Paduch—Cichal). Gtownym celem pracy jest
rozwiniecie watkow dotyczgcych biologii i morfologii V. heterodoxa, a takze charakterystyka
uzyskanych izolatow grzyba przy pomocy zaréwno metod tradycyjnych jak i dostgpnych
technik biologii molekularnej. Zostanie okre§lone takze pokrewienstwo izolatow grzyba,
bedzie badana mozliwos¢ wystgpowania typow kojarzeniowych V. heterodoxa oraz bedzie

podjeta proba poszukiwania teleomorfy tego grzyba.

W 2006 roku we wspolpracy z dr M. Winska—Krysiak badatam wptyw nawozenia

dolistnego (roztworami: Wuxal® Zn, Wuxal® Cu, Wuxal® Mn oraz solami technicznymi
ZnS04-7 H20, CuS04-5 H20, MnSO4-H20) na porazenie przez Phytophthora infestans (Mont)
de Bary oraz na wybrane parametry gospodarki wodnej pomidora.
Najskuteczniejszymi preparatami hamujagcymi w znacznym stopniu rozwdj tego patogena na
listkach pomidora okazaty sie¢ Wuxal® Zn (w 71,2%) i MnSO4-H20 (w 59%). Wykazano
réwniez réznice odmianowe w $rednim porazeniu listkéw. U odmiany ‘Geronimo’ porazenie
(10,7%) bylo istotnie mniejsze w pordwnaniu z odmiang ‘Cunero’ (12,6%). Nawozenie
dolistne siarczanem miedzi istotnie (0 9,3%) zwigkszyto wzgledng zawarto$¢ wody w lisciach
pomidora. (zatacznik 4; II D, nr 15).

W 2013 roku we wspodlpracy z prof. dr hab. Zenonem Weglarzem i dr Katarzyna
Baczek (Katedra Ros$lin  Warzywnych i Leczniczych, SGGW w Warszawie),
zidentyfikowalam i scharakteryzowatam Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wilson
sprawce antraknozy turowki lesnej (Hierochloé australis (Schrad.) Roem. et Schult.). Badania
przeprowadzone byly z uzyciem tradycyjnych metod oraz technik biologii molekularnej
(zatacznik 4; 11 A, nr 5). Roslina ta potocznie nazywana “trawa zubrowa” jest wieloletnig
trawg luznokepkowa, a ekstrakt z jej liSci wykorzystywany jest miedzy innymi do
aromatyzacji napojow alkoholowych. W Polsce badania te majg nowatorski charakter. Ich
wyniki byly prezentowane na konferencjach krajowych i zagranicznych (zatacznik 4; 111 B, nr
22, 33). Sekwencje nukleotydowe tego grzyba zdeponowano w Banku Gendw (zatacznik 4; |1
D, nr 49, 50). Do tej pory brak bylo w tej bazie sekwencji C. graminicola pochodzgcego

Z turowki lesne;.
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Od 2014 roku przedmiotem moich zainteresowan sg rowniez sprawcy chorob drzew

rosngcych w lasach i parkach. Naleza do nich grzyby powodujace migdzy innymi zamieranie

debow (zalacznik 4; 1 A, nr 7) oraz plamistosci lisci brzozy: Asteroma leptothyrioides (Kabat

et Bubak) B. Sutton, Discula betulina (Westend.) Arx, Septoria betulae Pass (Betula pendula

Roth.). We wspotpracy z prof. dr hab. C. Zamorskim szczegétowo badana jest ich morfologia,

prowadzona jest identyfikacja i charakterystyka molekularna zgromadzonych izolatow oraz

poszukiwania fungicydéw skutecznych do ochrony (testy fungicydowe).

Najwazniejsze osiagniecia naukowe

a) nowe dla wiedzy z danej dziedziny

wykazanie wpltywu grzyboéw nalezacych do kompleksu brudnej i kropkowanej

plamistosci jablek na przechowywanie jablek.

b) nowatorskie w Polsce

stwierdzenie  obecnosci  stadium  doskonalego  Mycosphaerella  graminicola,
udokumentowanie poszczego6lnych stadiow jego rozwoju i zbadanie przebiegu wysiewu
zarodnikow workowych tego patogena,

udokumentowanie, ze grzyb Mycosphaerella graminicola nie poraza gwiazdnicy
pospolitej, 1 ze roslina ta nie jest zrodtem infekcji dla zasiewow pszenicy w Polsce,
identyfikacja i charakterystyka izolatow grzyba Aureobasidium pullulans uzyskanych
Z jabtek i gruszek,

identyfikacja grzyba Valdensinia heterodoxa -nowego patogena borowki wysokiej
powodujacego plamistos¢ lisci tej rosliny,

identyfikacja i charakterystyka nowego patogena turéwki lesnej —grzyba Colletotrichum
graminicola,

zsekwencjonowanie i1 zdeponowanie w Banku Genoéw sekwencji nukleotydowych
nastepujacych  grzybow:  Aureobasidium  pullulans, Valdensinia heterodoxa

i Colletotrichum graminicola.

Wykorzystanie w praktyce

Uzyskane wyniki dotyczace etiologii i epidemiologii choréb zbdz, badanych roslin

ozdobnych 1 sadowniczych oraz biologii ich sprawcow moga by¢ pomocne w opracowywaniu

programoéw ochrony tych roslin.
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Plany na przyszlos¢

e Kontynuacja prac zwigzanych z rozwojem sprawcow brudnej plamistosci jablek (badania
enzymatyczne) oraz ich zakresem ro$lin zywicielskich.
e Poznanie etiologii kropkowanej plamistosci jablek w Polsce.

e Kontynuacja badan nad chorobami boréwki wysokiej i innych roslin sadowniczych.

Sumaryczne zestawienie dorobku

Moj dorobek naukowy obejmuje 74 opublikowane prace (60 po doktoracie), wigcznie
Z monografig bedacg osiggnieciem naukowym do oceny. W wigkszosci tych prac jestem
pierwszym autorem. Jestem autorka 26 oryginalnych publikacji naukowych (10 to publikacje
anglojezyczne). Dwadziescia z nich opublikowatam po doktoracie. Sze$¢ to publikacje
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Report (JCR). Zgodnie z rokiem
opublikowania ich sumaryczny Impact Factor wynosi 7.565. Index Hirscha wedlug Web of
Science wynosi 1. Baza ta nie uwzglednia jednak innych moich prac. Wedlug bazy Google
Scholar index Hirscha wynosi 2. Prace te opublikowatam w takich czasopismach jak: Plant
Disease, Journal of Plant Pathology, Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus i Sylwan.
Pozostate publikacje zostaly zamieszczone w Acta Agrobotanica, Acta Agrophysica, Progress
in Plant Protection/Postepy w Ochronie Ros$lin i Phytopathologia Polonica (obecnie
Phytopathologia). Do prac oryginalnych wtaczono takze 2 recenzowane publikacje w polskich
materiatach  konferencyjnych 1 jedng publikacje¢ w zagranicznych materiatach
konferencyjnych. Jestem takze wspotautorkg 2 skryptow z fitopatologii i autorka kilku
rozdziatow w 3 monografiach. Opublikowatam rowniez 22 publikacje w formie abstraktow
W krajowych materiatach z konferencji 1 sympozjow oraz 13 publikacji w formie abstraktow
w zagranicznych materiatach z konferencji i sympozjow. W swoim dorobku posiadam 11 prac
popularno-naukowych.

Jestem  pierwszym autorem 31 sekwencji  nukleotydowych  zgloszonych

i opublikowanych w Bazie NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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W trakcie mojej dziatalno$ci badawczej kierowatam jednym projektem krajowym
finansowanym przez MNiSW oraz w jednym bytam gtéwnym wykonawca. Bytam rowniez
kierownikiem jednego projektu zagranicznego w ramach umowy miedzyrzadowej, a w dwoch
bylam gtéwnym wykonawcy. Kierowatam takze dwoma zadaniami badawczymi (granty
wewnetrzne) finansowanymi przez JM Rektora SGGW w Warszawie i Dziekana Wydziah
Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu SGGW w Warszawie. Obecnie biore
udziat w projekcie unijnym FP7 REGPOT Warsaw Planth Health Initiative w pakietach WP1
1 WPS. W pakiecie WP5 jestem kierownikiem zespolu zajmujacego sie chorobami roslin
powodowanymi przez grzyby.

Bratam udzial w 35 krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych, gdzie tacznie
wyglositam 8 referatow 1 przedstawitam 27 posteréw. Prezentowatam wyniki swoich badan
na seminariach dedykowanych dla studentow na studiach I i II stopnia oraz podczas
wystapien (sprawozdania z grantéw) na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu SGGW w Warszawie. Odbytam kilka zagranicznych stazy naukowych. Bylam
recenzentem dwoch publikacji w czasopismach z listy JCR i trzech z listy czasopism
naukowych nie posiadajacych wspotczynnika wptywu Impact Factor (IF), 8 prac
magisterskich i 16 inzynierskich oraz jednego zadania badawczego (grant wewnetrzny)
finansowanego przez Dziekana Wydziatu Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu SGGW w Warszawie kierowanego do mlodych pracownikow naukowo-
dydaktycznych i doktorantdw. Od stycznia 2015 roku jestem recenzentka (Associate Editor)
w czasopismie Plant Disease.

Bylam promotorem 10 prac magisterskich i 8 prac inzynierskich na Wydziale
Ogrodnictwa, Biotechnologii 1 Architektury Krajobrazu oraz Rolnictwa i Biologii SGGW
w Warszawie. Obecnie jestem pomocniczym opiekunem naukowym pracy doktorskiej mgr
inz. Wojciecha Kukuly na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu.
Zostatam wyr6zniona nagrodami JM Rektora SGGW za dziatalno$é naukowo- badawcza,
dydaktyczng i organizacyjna.

Szezegdlowe zestawienie moich osiagni¢é, w tym dydaktycznych i organizacyjnych,

znajduje sie w zalgczniku 4.
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